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(54) Title: PROCESS FOR DETECTING MICRO-ORGANISMS IN MIXTURES BY MODULAR PCR 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM NACHWEIS VON MIKROORGANISMEN IN GEMISCHEN DURCH MODULARE PCR 
(57) Abstract 

A process is disclosed for detecting and identifying micro-organisms in a mixed sample without having to separate the germs, for 
example by passing them into individual colonies, in order to identify them. This process uses molecular biology techniques. By hybridising 
with probes which can recognise differently preserved sections of the genetic information of the micro-organisms of interest, detection and 
differentiation of the micro-organisms in the mixture is achieved. For this purpose, a general germ determination based on highly preserved 
sequence sections is combined with an individually denned specification based on less well preserved sequence sections. To ensure a 
sufficiently sensitive detection, an amplification of the nucleic acid section, for example by PCR, is preferably carried out. 
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Beschneben wird ein Verfahren, das den Nachweis und die Identifikation von Mikroorganismen ermoglicht, die sich in einer 
Mischprobe befinden, ohne dafi fur die Identifikation eine Trcnnung der Keime z.B. durch Etnzelkolonie-Passagen notwendig ist. 
In diesem Verfahren werden molekularbiologische Techniken angewendet. Durch Hybridisierung mit Sonden, die unterschiedlich 
konserviene Abschnitte der Erbinformation der betreffenden Mikroorganismen erkennen konnen, wird die Detektion und Differenzierung 
der Mikroorganismen im Gemisch erreicht. Hierbei wird eine Kombination aus allgemeiner Keimbestimmung auf Basis hochkonservierter 
Sequenzabschnitte und individuell definierter Spezifizienmg durch weniger konserviene Sequenzabschnirte vorgenommen. Vorzugsweise 
wird for hinreichende Sensitivitat des Nachweises eine Amplifikation des Nucleinsaureabschnitts, z.B. mittels PCR. durchgefuhn. 
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Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen 
in Gemischen dur ch modulare PER 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis von 
einem Mikroorganismus Oder mehreren Mikroorganismen in einer 
Probe, die eine Vielzahl von verschiedenen Mikroorganismen 
enthalt, mittels molekularbiologischer Techniken, wie Am- 
plif ikationsreaktionen sowie eine Zusammenstellung von 
Komponenten zur Durchfuhrung des Verf ahrens . Das erfindungs- 
gemafie Verfahren wird als modulare Polymerasekettenreaktion 
(PCR) bezeichnet. 

Die Identif ikation von Mikroorganismen aus komplexen Proben 
(die mehrere unterschiedliche Keime im Gemisch enthalten) 
ist eine wichtige und schwierige Aufgabe z. B. bei Hygiene- 
untersuchungen und anderen Vorhaben. 

Stand der Technik ist hier die Kultivierung der Mikro- 
organismen, ihre Selektivanreicherung auf speziellen Nahr- 
medien, die Einzeikoloniepassage und schlieSlich die 
taxonomische Identif ikation unter Analyse verschiedener 
phanotypischer Parameter (Gram-Farbung, BegeiSelung, stoff- 
wechsel-physiologische Leistungen etc.). Besondere Aner- 
kennung und Bedeutung hat die Fettsaureanalyse gewonnen. Die 
typischen Profile der gaschromatographischen Trennung der 
Fettsauren der Mikroorganismen gestatten in der Regel eine 
Art- oder sogar Pathovarietaten- und Serotypen- Identif i- 
kation. Der hierfur notige apparative Auf wand ist allerdings 
sehr hoch und nur fur gro&e Laboratorien realisierbar . 
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Aufierdem verlangt die notwendige Reinanzucht der Einzel- 
kolonien einen erheblichen Zeit- und Materialauf wand . 

Daneben gibt es Systetne, die eine Ahnlich genaue Differen- 
zierung und Identif ikation von Mikroorganismen auf der Basis 
von Stof fwechselleistungen der Zellen versprechen. Abgesehen 
von hSufigen Fehlinterpretationen ist dieses Verfahren 
wiederum mit dem schwerwiegenden Nachteil belastet, daS es 
nur an Reinkulturen zu ververtbaren Aussagen fuhrt. Dies ist 
jedoch, wie erw&hnt, eine aufwendige, langwierige und kosten- 
intensive Aufgabe. 

Ein weiterer Nachteil bekannter Identif ikationssysteme 
besteht darin, dafi bei der Untersuchung komplexer Proben eine 
Vielzahl von Mikroorganismen unerkannt bleibt, weil ihre 
Kulturanspruche unbekannt sind. 

Die AufklSrung von konservierten Sequenzabschnitten im 
Bereich der ribosomalen Gene bei Prokaryonten und ihre 
Nutzung fur molekularbiologische Nachweistechniken 
(Hybridisierung bzw. Amplif ikationsmethoden wie PCR) hat in 
den let z ten funf Jahren phylogenetische Zusammenhange auf- 
decken kdnnen, die die Bakterientaxonomie entscheidend 
vorangebracht haben. Der Wert dieser Methode fur 
diagnostische Auf gabenstellungen in der Bakteriologie ist 
heute bereits unbestritten. 

Genutzt wird diese Technik gegenwfirtig einerseits fur 
taxonomische Fragestellungen. Hierbei werden vorrangig nach 
Amplif ikat ion, unter Nutzung hochkonservierter Primer- 
seguenzen, die entstandenen Ampl icons kloniert, sequenziert 
und ihre Homologie zu bekannten Sequenzen fur die 
taxonomische Identif ikation bzw. Einordnung eingesch&tzt . 

Andererseits werden auf der Basis derart gewonnener Sequenz- 
inf ormationen Primer fur diagnostische Auf gabenstellungen 
entworfen, um interessierende Organismen direkt nachweisen 
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zu konnen. Es existieren mittlerweile vielfaltige Protokolle 
fur den Nachweis der unterschiedlichsten Mikroorganismen - 
Arten und Subtypen. 

Der Nachteil dieses Standes der Technik besteht darin, da£ 
encweder fur jede diagnostische Aufgabenstellung eine indi- 
viduelle Analyse Oder aber bei der Charakterisierung von 
komplexen Gemischen aufwendige Einzelkoloniepassagen oder 
Genklonierungen durchgefuhrt werden mussen. 

Uncer Nutzung hochkonservierter Primerseguenzen werden in 
komplexen Proben durch alternative Verf ahren Teile der 
Erbinf ormation der vorhandenen Mikroorganismen amplif iziert 
und die Einschatzung der Probenkomplexitat sowie die 
taxonomische Identif ikation ihrer Bestandteile durch an- 
schlieSende Analyse von Restriktionslangen-Polymorphismen 
vorgenommen. Dieser Auswertemodus ist als sehr aufwendig und 
wenig routinegeeignet einzuschatzen. 

Eine molekularbiologische Methode zur Genomanalyse ist unter 
der Bezeichnung HLA-Typing bekannt . Hierbei wird der allele 
Zustand, nach Amplif ikation des betreffenden Locus, durch 
Hybridisierung mit Sonden ausgewahlter Spezifitat charak- 
terisiert. 

Das der Erf indung zugrundeliegende technische Problem besteht 
darin, ein Verf ahren bereitzustellen, das eine sichere 
Bestimmung etwaiger in einer Probe befindlicher Mikro- 
organismen zulaSt, selbst wenn diese in einer Mischung mit 
Mikroorganismen verschiedenster Art vorliegen. Dabei soil 
das Verfahren neben hoher Sicherheit in der Bestimmung der 
Mikroorganismen auch einfach und kostengunstig durchzufuhren 
sein. 

Dieses Problem wird durch ein Verfahren mit den Merkmalen 
des Anspruchs l gel6st . 
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Das HLA-Typing unterscheidet sich vom erf indungsgemafien 
Verfahren z. B. dadurch, daS ersteres eukaryontische Gen- 
seguenzen und die Analyse der Gensequenz eines individuellen 
Organisiuus betrifft. Das erf indungsgem&fie Verfahren ist im 
Unterschied zum HLA-Typing zum Nachweis von einem Mikro- 
organismus oder mehrerer Mikroorganismen in einer Probe, die 
eine Vielzahl von verschiedenen Mikroorganismen enthait, 
geeignet. Dabei werden molekularbiologische Techniken, wie 
Amplif ikationsreaktionen eingesetzt. Erf indungsgem&S werden 
mindestens eine Hybridisierungssonde (A) , die konservierte 
Nucleins&uresequenzen in dem oder den interessierenden 
Mikroorganismus (men) anzuzeigen in der Lage ist und minde- 
stens eine Hybridisierungssonde (B) , die weniger konservierte 
Nucleinsckureseguenzen in dem oder den interessierenden 
Mikroorganismus (men) anzuzeigen in der Lage ist, zu der Probe 
gegeben mit der MaSgabe, daS pro interessierendem Mikro- 
organismus mindestens eine Hybridisierungssonde des Typs (A) 
und des Typs (B) vorhanden sein muS und die Probe sich in 
einem hybridisierungsf Shigen Zustand befindet. Durch ein 
entstehendes Hybridisierungsmuster erfolgt eine Identif i- 
kation des oder der interessierenden Mikroorganismen. 

Das erf indungsgem&Se Verfahren ist durch seinen modularen 
Aufbau vorteilhaft. Dabei wird eine allgemeine PCR-Reaktion, 
die f\lr umfangreiche Gruppen von Mikroorganismen identisch 
ist mit einer nachf olgenden Detektion, durch Nutzung taxon- 
spezifischer Seguenzen innerhalb der amplif izierten DNA, 
verkndpft. Durch die Verwendung von Hybridisierungssonden, 
die mikrobiellen Nucleinsiuresequenzen unterschiedlichen 
Konservierungsgrades entsprechen, wird der Nachweis und die 
Identif ikation von Mikroorganismen erm&glicht, die sich in 
einer Mischprobe befinden, ohne daS fflr die Identif ikation 
eine Trennung z. B . durch Einzelkolonie-Passagen notwendig 
ist. Hierbei wird eine Kombination aus allgemeiner Keimbe- 
stimmung auf Basis hochkonservierter Sequenzabschnitte und 
individuell def inierbarer Spezif izierung durch weniger 
konservierte Sequenzabschnitte vorgenotnmen . 



BNSDOCID: <WO 9741253A1_I_> 



PCT/EP97/02179 

5 - 

Vorzugsweise werden zur Gewahrlei stung einer ausreichenden 
Sensitivitat des Tests, unter Nutzung der Hybridisierungs- 
sonden als Starterroolekule, Teile der Erbinf ormation in vitro 
amplif iziert (z.B. durch PCR) . 

ErfindungsgemaS werden vorzugsweise die Hybridisierungs- 
sonde(n) A als Starter fur die Amplif ikat ion und die Hybri- 
disierungssonde(n) B zur Detektion genutzt. Es ist aber 
ebenfalls mdglich, die Hybridisierungssonde (n) B als Starter 
fur die Amplif ikation und die Hybridisierungssonde (n) A zur 
Detektion, die Hybridisierungssonde (n) A und B als starter 
fur die Amplif ikation und die Hybridisierungssonde (n) B zur 
Detektion Oder die Hybridisierungssonde (n) A und B als 
Starter fur die Amplif ikation und die Hybridisierungssonde (n) 
A zur Detektion zu nutzen. 

Diese Starter-Hybridisierungssonden (Primer) entsprechen 
entweder denjenigen hohen Konservierungsgrades oder aber 
denjenigen hoher Spezifitat, wahrend fur die Detektion 
Hybridisierungssonden des jeweilig entgegengesetzten Kon- 
servierungsgrades verwendet werden. 

Der Vorteil dieser Ausfuhrungsf orm besteht darin, daS auf 
diese Weise die gewunschte Verknupfung von Amplif ikation und 
Detektion mit den Hybridisierungssonden engerer und breiterer 
Spezifitat realisiert wird. 

Vorteilhaf terweise erfolgt ein Teil des Verfahreiis an einer 
festen Phase durch Bindung eines Teils der Hybridisierungs- 
sonden, wobei die Kopplung der entsprechenden Hybridi- 
sierungssonde (n) an die feste Phase nach der Amplif ikation 
erfolgt oder dafi die Kopplung der entsprechenden Hybridi- 
sierungssonde (n) an die feste Phase vor der Amplif ikation 
erfolgt und die Amplif ikation zumindest teilweise an der 
festen Phase verlauft. Dies hat den Vorteil, daS auf einfache 
Weise die gebildeten Komplexe aus Amplif ikat und Detektions- 
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sonde von sonstigen Komponenten vorangegangener Reaktions- 
stufen getrennt werden k6nnen. 

In einer vorteilhaf ten Ausgestaltung des erf indungsgem&Sen 
Verfahrens bef indet oder befinden sich die weniger konser- 
vierte(n) Sequenz (en) , die der (den) Hybridisierungssonde (n) 
B entspricht (entsprechen) , zwischen den konservierten 
Seguenzbereichen, die der (den) Hybridisierungssonde (n) A 
entspricht (entsprechen) oder die konservierte (n) 
Sequenz (en), die der (den) Hybridisierungssonde (n) A ent- 
spricht (entsprechen) , befindet oder befinden sich zwischen 
den weniger konservierten Sequenzbereichen, die der (den) 
Hybridisierungssonde (n) B entspricht (entsprechen). Vor- 
teilhaft ist dies, weil eine zusatzliche Selektion der 
sequenzrichtigen Amplif ikation erreicht wird. 

Insbesondere kann erf indungsgem&£ die Amplif ikation siraultan 
mit mehreren Starterpaaren auf gleichzeitig mehreren Target - 
sequenzen durchgef uhrt werden. Dieses bietet den Vorteil, 
in einer Reaktion auch solche Mikroorganismen gleichzeitig 
zu amplif izieren, fflr die keine hinreichend ubereinstimmenden 
Hybridisierungssonden als Starter existieren. 

Es ist erf indungsgemSfc ebenf alls m6glich, die Detektion 
simultan mit mehreren verschiedenen Sonden durchzuf iihren, 
urn vorteilhaf terweise, entsprechend der analytischen Auf- 
gabenstellung, Gruppen von Mikroorganismen detektieren zu 
kdnnen, ohne daS entsprechende Hybridisierungssonden dieser 
Gruppenspezif it&t zur Verfiigung stehen mtissen. 
Ribosomale Gensequenzen haben sich als besonders geeignet 
erwiesen, im erf indungsgem&Sen Verfahren eingesetzt zu 
werden. Ribosomale Gensequenzen bieten den Vorteil, daS sie 
hochkonservierte und weniger konservierte Abschnitte in der 
hier interessierenden bevorzugten engen Nachbarschaf t auf 
weisen. Ein weiterer Vorteil der Verwendung dieser Gen- 
sequenzen besteht darin, daS ribosomale Gene in mehreren 
Kopien je Genom von Mikroorganismen existieren, was zu einer 
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vergleichsweise hoheren Sensitivitat des erf indungsgemaSen 
Assays beitragt. 

Die Figur 1 veranschaulicht in schematischer Darstellung die 
oben beschriebenen Zusammenhange . Die mit hochkonservativen 
Bereichen einer Genstruktur von rDNA hybridisierenden Sonden 
Al und A2 hybridisieren mit zwei verschiedenen Bereichen 
einer far 16S rRNA kodierenden DNA-Struktur eines Pro- 
karyonten. Diese Bereiche flankieren eine Region, in der sich 
mittel und niedrig konservierte Bereiche befinden, die 
ihrerseits mit den Hybridierungssonden Bl und B2 in hybridi- 
sierende Wechselwirkung treten. Die Amplif ikation ergibt eine 
detektierbare Menge an analysierbarer Substanz, die bei 
positiver Reaktion eine Unterscheidung von Familien und/oder 
Arten von Mikroorganismen erm6glicht. 

Durch Tempera tur, Ionenstarke und andere, insbesondere die 
Wasserstoffbruckenbildung beeinf lussende Faktoren, kdnnen 
die Hybridisierungsbedingungen jeweils so stringent gewahlt 
werden, daS die fur die Aussage des Verfahrens erf orderliche 
Spezifitat der Hybridisierungsreaktion (en) zwischen Target - 
seguenz und den Hybridisierungssonden gewahrleistet wird. 
Wie die Stringenz im einzelnen zu wahlen und einzustellen 
ist. kann der Fachmann mit ihm bekannten Mitteln festlegen 
(vergl. U. Wobus, "Isolierung, Fraktionierung und Hybri- 
disierung von Nucleinsauren" , Akademie-Verlag, Berlin, 1981, 
229 Seiten) . 

Die Auswahl der Hybridisierungssonden erfolgt in Abhangigkeit 
von der analytischen Auf gabenstellung. Es sind sowohl all- 
gemeine Keinizahlbestimmungen in Kombination mit der Detektion 
spezieller Arten als auch die Analyse und Charakterisierung 
sehr komplex zusatranengesetzter Proben m6glich. 

Der Anwender kann mittels des erf indungsgemaSen Verfahrens 
in Abhangigkeit von der analytischen Auf gabenstellung die 
Analyse so durchfuhren, daS er Reaktionsgef afce, die unter- 



WO 97/41253 



BNSDOCID: <WO 9741253A1_I_> 



WO 97/41253 

- 8 

schiedliche, vorzugsweise an fester Phase gebundene Hybridi- 
sierungs sonden enthalten, in modularer Weise so zusammenf ugt , 
da£ eine Vielzahl von Proben oder verschiedene analytische 
Fragestellungen an einer Oder wenigen Proben parallel und 
gleichzeitig untersucht werden. 

Erf indungsgemSS wird bevorzugt eine Zusammenstellung einge- 
setzt, die Komponenten zur Durchfuhrung des erf indungsgemSfien 
Verfahrens enthalt. Dazu gehdren neben anderen Bestandteilen 
die Hybridisierungssonde (n) A und B. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsf orm der erf indungsgemfifcen Zusammenstellung 
enthalt ein Kit mindestens eine Hybridisierungssonde A 
und/oder B gekoppelt an einen Trager, z. B. ein Reaktions- 
gefaS. Diese Reaktionsgef &£e konnen als Module fur jeweils 
Shnlich gelagerte Analysenprobleme verwendet werden. 

Die erf indunsgemSSe Zusammenstellung enthSlt vorzugsweise 
auch Reagenzien fiir die Durchfuhrung von Amplif ikations- 
reaktionen und/oder Komponenten fdr die Detektion von 
Amplif ikaten. Dazu geh6ren Reaktionspuf f er, dNTP-Mix, Wasser, 
Enzyme, Methodenbeschreibungen, Gebrauchsanweisungen, Warn- 
hinweise und ahnliches - 

Die Erfindung wird an den folgenden Beispielen naher er- 
lAutert . 

Beispiel i 

Das Vorgehen gliederte sich in folgende Etappen: 

1 . Auswahl der Seguenzen f\ir die Sonden 

2 . Probenvorbereitung 

3 . PCR-Amplif ikation 

4 . Detektion 

l. Auswahl der Sequenzen fur die Sonden 
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Hybridisierungssonden A: 

Die Hybridisierungssonden A mit Breitband-Spezif it&t dienten 
zur Amplif ikation aller in der Untersuchungsprobe vorhandenen 
Bakterien und entsprachen einem hochkonservierten Abschnitt 
der ribosomalen 16S rDNA nach Stackebrandt und Liesack 
(Handbook of New Bacterial Systematics, p 151-193, 1993) : 

16S-rDNA Primer zur Amplif ikation 

10-30f : GAG TTT GAT CCT GGC TCA G Seq . ID # 1 

530r: GTA TTA CCG CGG CTG CTG Seq. ID # 2 

Hybridisierungssonden B: 

Die Hybridisierungssonden B mit engerer Spezif itat dienten 
als Detektionssonden . 

Zur Auswahl der geeigneten Detektionssonden wurden Daten- 
bankrecherchen durchgefuhrt . Auf diese Weise konnte unter 
anderem gezeigt werden, dafc die ausgewShlten Sonden 
spezif isch fvir den jeweiligen Organismus sind. Dabei ergaben 
sich folgende Sequenzen: 

Escherichia coli: AAC GUC GCA AGA CCA AAG Seq. ID # 3 

Bacillus subtilis: GGT TGT TTG AAC CGC ATG GTT Seq. ID # 4 

Die Sonden wurden zur Detektion mittels ELISA-Reader am 5'- 
Ende biotinyliert . Dadurch konnte nach Zugabe einer 
Streptavidin-konjugierten Peroxidase ein Farbumschlag 
detektiert werden (Soumet et al . , BioTechniques 19 : 792 - 
796 (1995) ) . 

Beide Sonden wurden in 5 getrennten Versuchen auf ihre 
Spezif itat hin uberpruft, indem jeder Organismus mit den 
eigenen sowie den fur den anderen Organismus spezifischen 
Sonden kontrolliert wurde. 
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AuSerdem wurden die Sonden an vier weiteren Mikroorganismen 
getestet. Dabei ergaben sich keine Kreuzreaktionen . 

2 . Probenvorbereitung 

ZunSchst wurden in gepuffertem Peptonwasser die Keime ange- 
zuchtet und anschlieSend aus dieser Gemischprobe die DNA 
aller Organismen mittels eines DNA-Isolierungskits isoliert. 

3 . PCR-Amplif ikation 

Fur die PCR-Amplif ikation wurde ein Primer (530r, s.o.) nach 
Anweisung der Firma Nunc kovalent an die Kavitat der 
CovaLink™- Platte gebunden. 

Dazu wurde in jede KavitSt ein Gemisch aus 100 ng des zuvor 
am 5'-Ende phosphorylierten 530r- Primers , gelost in 75 fil 
13 mM 1 -Methyl -imidazol, gegeben. Hinzugefiigt wurden 25 fil 
frisch angesetzte 40 tnM l-Ethyl-3 - (3-di-methylaminopropyl- 
carbodiimide (EDC) ) . Die Platte wurde dann bei 50°C fur 5 
Stunden inkubiert und dreimal bei 50°C mit 0,4 N NaOH, 0,25% 
Tween 20 gewaschen. Es folgte eine 5-miniitige Inkubation mit 
der Waschlosung, woran sich weitere drei Waschungen an- 
schlossen- Als letzte Waschldsung wurde deionisiertes Wasser 
eingesetzt . 

Zur Amplif izierung der 16S-rDNA wurde die Methode nach 
Stackebrandt und Liesack (Handbook of New Bacterial 
Systematics, p 151-193, 1993) leicht modifiziert. Folgende 
PCR-Bedingungen wurden in der PCR eingesetzt (Tab. 1) : 
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Tabelle 1 



Reakt i ons kompon en t en : 


Reaktionsansatz ; 


Cycl erbedingungen : 


lOx Reaktionspuf fer : 
2M Tris 
100 mM MgCl a 
1M (NHJ 3 SO, 
1% Tween 

dNTP-Mix: 

jeweils 1M 

Steriles Wasser 


5 /il Reaktionspuf fer 
10 /il dNTP 

0,5 /iM Primer l0-30f 
0,06 fM Primer 530r 
5 jzl DNA 
2,5 U Taq 

add 50 fil steriles 
Wasser 


94 °C 3 min. 

1 Zyklus 
| 93 °C 1 min 
55°C 1 min 
74°C 1 min 

28 Zyklen 

74°C 10 min 
4°C hold 

1 Zyklus 



4 . Detektion 



Nach Beendigung der PCR wurde nach dem Protokoll der Firma Nunc 
weiterverfahren und die Hybridisierung der Detektionssonden 
durchgef uhrt . 

Nach der Amplif ikation wurden die Kavitaten trockengesaugt und 
zweifach mit 0,2 M NaOH, jeweils mit 5-minutiger Inkubation, 
gewaschen. AnschlieSend wurde zweifach mit Hybridisierungs- 
losung (6x standard saline citrate [SSC] , 5x Denhardt's Losung, 
100 /ig/ml gescherter und denaturierter Heringssperma-DNA) 
gewaschen. Fur die Hybridisierung wurden die biotinylierten 
Hybridisierungssonden auf eine Konzentration von 0.1 nmol/L 
in Hybridisierungsl6sung eingestellt und in 100 /il-Aliquots 
in die Kavitaten gefullt. Die Hybridisierungs reakt ion lief bei 
37°C fur 3h. Danach wurden drei Waschschritte bei 37°C durch- 
gef uhrt . Das erste Mai mit 2x SSC, 0,1% Tween 20 fur 20 
Minuten. Die beiden anderen Male mit 0,ix SSC, 0,1% Tween 20 
fur jeweils 20 Minuten. 

AnschlieSend wurde die Strepavidin konjugierte Peroxidase 
dazugegeben. Die Peroxidase (Sigma Chemica, St. Louis. MO, USA) 
wurde in SPO-L6sung (100 mM Tris-HCL, pH 7,5, 50 mM NaCl, 0,05% 
Tween 20) l : 1000 verdunnt . 100 nl dieser Verdunnung wurden 
in jede Vertiefung gegeben. Die Platte wurde bei 37°C fur 30 
Minuten inkubiert . Anschliefiend wurde dreimal mit SPO-L6sung 
gewaschen. 
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Als Substrat wurden 100 /il TMB-Losung (1,5 mg/ml Tetramethyl- 
benzidine; Sigma Chemica) in 25 mM Citronens&ure, 50 mM NaH 2 PO«, 
0,03% H 2 0 2/ 10% Dimethyl Sulfoxid [DMSO] , pH 5,0) gelost und 
dazugegeben. Nach 45 Minuten bei 37°C wurde die Reaktion mit 
25 fil 2M H 2 S0 4 gestoppt und bei 450 nm am ELISA-Reader gemessen. 

Die zu beobachtenden Farbverfinderungen in den einzelnen Kavi- 
taten waren der Indikator fur das Vorhandensein derjenigen 
Bakterienart in der Untersuchungsprobe, der die zugesetzte 
Detektionssonde entsprach. 

Es konnte so gezeigt werden, daS sich aus einem Gemisch von 
verschiedenen Mikroorganismen ohne Herstellung einer Reinkultur 
individuelle Arten eindeutig nachweisen lassen. 

pgispj^X ? 

Es wird analog nach Beispiel 1 verfahren. Wasserproben und Auf- 
schwemmungen von industriellen Magermilchpulvern werden auf 
die Anwesenheit von Staphylococcus ssp., Salmonella ssp. und 
Escherichia ssp. untersucht . 

Dazu wurden Oligonucleotide mit fol gender Seguenz als Hybridi- 
sierungssonden A mit Breitbandspezif itat gewShlt: 

16SA1: 5 - TAC GGG AGG CAG CAG - 3 Seq. ID # 5 

16SA2: 5 - TAC CAG GGT ATC TAA TCC - 3 Seq. ID # 6 

Bei Verwendung dieser Oligonucleotide als Startermolekule fur 
die PCR-Anqplif ikation werden bei den analysierten Prokaryonten 
Amplifikate mit einer L&nge von etwa 460 bp gewonnen . 

Das Oligonucleotid 16SA2 wurde fur die Koppelung an die 
CovaLink™- Platte ausgewahlt und wurde im Reaktionsansatz in 
einer Konzentration von 0,06 /iM benutzt, wahrend das Oligo- 
nucleotid 16SA1 im Reaktionsansatz mit einer Konzentration von 
0,5 verwendet wurde. 
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Als Hybridisierungssonden B mit engerer Spezifitat fur die 
Detektion dienten folgende Oligonucleotide: 

Staphylococcus: 5 - TGT GCA CAT CTT GAC GGT - 3 Seq. ID # 7 
Salmonella: 5 - CTG GCA GGC TTG AGT CTT - 3 Seq. ID # 8 

Escherichia: 5 - CTCATT GAC GTT ACC CGC - 3 Seq. ID # 9 

Die Versuchsbedindungen waren mit denen von Beispiel 1 
identisch, aufier der Hybridisierungs- und Waschtemperaturen 
bei der Detektion. Hier wurde bei 52 °C sowohl hybridisiert als 
auch gewaschen. Den Proben wurden hierfur die Bakterien sowohl 
einzeln als auch im Gemisch in unterschiedlichen Konzen- 
trationen und Konzentrationsverhaltnissen (10 3 oder 10* 
Keimen/ml) zugesetzt. Die nachfolgende Tabelle 2 fafit die 
Ans&tze sowie Ergebnisse in semiquantitativer Form zusammen. 



Tabelle 2 



Proben 
Nr. 


Konzentration Keime/ml 


Detektion ( semiquant i tat iv) 




S . aur . 


S . typh . 


E. coli 


S . aur . 


S . typh . 


E. coli 


l 


0 


10 3 


10 6 






♦ + + 


2 


0 


10 € 


10* 




♦ + + 


+ 


3 


0 


10 6 


10 6 




+ + + 


++ + 


4 


0 


10 3 


10 3 








5 


10* 


0 


10 6 


+ 




+ ♦ ♦ 


6 


10* 


0 


10 3 


+++ 




+ 


7 


10* 


0 


10 6 


+++ 




+ + 


8 


10' 


0 


10 3 








9 


10 3 


10* 


o i 


+ 


+ + + 




10 


10 6 


10 6 


o 1 


+++ 


+ + ♦ 




11 ! 


10 3 


10 3 


0 








12 


10 6 


10 3 


0 




+ + ! 




13 


io 3 i 


10 3 


10 3 








14 


10 6 


10 6 


10 6 


+ + + 


+ + + 


+ + + 
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Es zeigte sich, dafi die Wahl der Hybridisierungstemperatur beim 
Detektionsschritt fur die Dif f erenzierung zwischen Salmonella 
und Escherichia kritisch ist. Nach entsprechender Wahl der 
Hybridisierungsbedingungen ist der spezifische Nachweis von 
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium und Escherichia 
coli in aussagekraf tiger Weise moglich. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

( i ) ANMELDER : 

(A) NAME: NewLab Diagnostic Systems GmbH 

(B) STRASSE: Max-Planck-Str . ISA 

(C) ORT: Erkrath 

( E ) LAND : Deutschl and 

(F) POSTLEITZAHL : 40699 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Verfahren zum Nachweis von 
Mikroorganismen in Gemischen durch modulare PCR 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 9 

(iv) COMPUTER - LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC -DOS /MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i > S EQUENZ KENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEK0LS : Sonstige NucleinsSure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc « "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
GAGTTTGATC CTGGCTCAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : nicht; bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKGlS : Sonstige Nucleins^ure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
GTATTACCGC GGCTGCTG 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

<ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BE S CHRE I BUNG : /desc « -Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE : NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
AACGUCGCAA GACCAAAG 18 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BE S CHRE I BUNG : /desc « "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE : NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
GGTTGTTTGA ACCGCATGGT T 21 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc « "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE : NEIN 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 5: 
TACGGGAGGC AGCAG 15 



BNSDOCID: <WO 9741253A1J_> 



WO 97/41253 



PCI7EP97/02179 



- 17 - 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG : /desc « "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 6: 
TACCAGGGTA TCTAATCC 18 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 7: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleocid 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH; NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
TGTGCACATC TTGACGGT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: n icht_ b ekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleins&ure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc - "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



18 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
CTGGCAGGCT TGAGTCTT 18 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc » "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



<xi) SE0UEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
CTCATTGACG TTACCCGC 18 
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Anspr uchg 

l. Verfahren zum Nachweis von einem Mikroorganismus oder 
mehreren Mikroorganismen in einer Probe, die eine Viel- 
zahl von verschiedenen Mikroorganismen enthfilt, mittels 
molekularbiologischer Techniken, wie Amplif ikations- 
reaktionen, 

wobei 

mindestens eine Hybridisierungs sonde (A) die konser- 
vierten NucleinsSureseguenzen in dem oder den 
interessierenden Mikroorganismus (men) anzuzeigen in der 
Lage ist und 

mindestens eine Hybridisierungs sonde (B) , die weniger 
konservierten NucleinsSuresequenzen in dem oder den 
interessierenden Mikroorganismus (men) anzuzeigen in der 
Lage ist, 

zu der Probe gegeben werden mit der Mafcgabe, dafi pro 
interessierendem Mikroorganismus mindestens eine Hybri- 
disierungs sonde des Typs (A) und des Typs (B) vorhanden 
sein muS, sich die Probe in einem hybridisierungsf ahigen 
Zustand befindet. und durch ein entstehendes Hybridi- 
sierungsmuster eine Identif ikation des oder der 
interessierenden Mikroorganismen erf olgt . 

I. Verfahren gemSE Anspruch l, dadurch gekennzeichnet , daS 
fur ausreichende SensitivitSt Teile der Erbinf ormation 
in vitro amplif iziert werden. 

Verfahren gemSfi Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Hybridisierungssonde (n) A und/oder B 
als Starter fur die Amplif ikation und die Hybridisie- 
rungssonde (n) B oder A zur Detektion genutzt werden. 
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4. Verfahren gemSS mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , daS sich die weniger konser- 
vierte(n) Sequenz (en) , die der (den) Hybridisierungs- 
sonde(n) B entspricht (entsprechen), zwischen den kon- 
servierten Sequenzbereichen, die der (den) Hybridi- 
sierungssonde (n) A entspricht (entsprechen) , befindet. 

5. Verfahren gem&£ mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dafi sich die konservierte (n) 
Sequenz (en) , die der (den) Hybridisierungssonde (n) A 
entspricht (entsprechen) , zwischen den weniger konser- 
vierten Sequenzbereichen, die der (den) Hybridi- 
sierungssonde (n) B entspricht (entsprechen) , befindet. 

6. Verfahren gemafi mindestens einem der Anspruche 1 bis 5 # 
dadurch gekennzeichnet, da£ mindestens eine der Hybri- 
disierungssonden an einer festen Phase gekoppelt ist. 

7. Verfahren gemSE Anspruch 6 , dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Kopplung der entsprechenden Hybridisierungssonde (n) 
an die feste Phase nach der Amplif ikation erfolgt. 

8- Verfahren gemafi Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Kopplung der entsprechenden Hybridisierungssonde (n) 
an die feste Phase vor der Amplif ikation erfolgt und die 
Amplif ikation zumindest teilweise an der festen Phase 
verlauf t . 

9. Verfahren gem?'* mindestens einem der Ansprfcche l bis 8, 
dadurch geken eichnet, dafi die Amplif ikation s-multan 
mit mehreren Starterpaaren auf gleichzeitig r hreren 
Target sequenz en durchgefuhrt wird. 

10. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Detektion simultan mit 
mehreren verschiedenen Sonden erfolgt . 
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11. Verfahren gemaE mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daE die Hybridisierungssonden 
Teile von ribosomalen Genseguenzen sind. 

12. Verfahren gemaE Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daE 

die Hybridisierungsbedingungen durch Temperatur, Ionen- 
starke und andere die Wasserstof f bruckenbildung beein- 
flussende Faktoren jeweils so stringent gewahlt werden, 
daE die fur die Aussage des Verfahrens erforderliche 
Spezifitat der Hybridisierungsreaktion (en) zwischen 
Targetseguenz und den Hybridisierungssonden gewahr- 
leistet wird. 

13. Zusainmenstellung enthaltend Komponenten zur Durchfuhrung 
des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 12 . 

14. Zusammenstellung gemafi Anspruch 13, enthaltend Hybridi- 
sierungssonde(n) A und B. 



15 



Zusammenstellung gemafi Anspruch 13 und/oder 14, wobei 
mindestens eine Hybridisierungssonde A und/oder B an 
einen Trager, wie ein Reaktionsgefafi, gekoppelt ist . 

16. Zusammenstellung gemaE mindestens einem der Anspruche 
13 bis 15, enthaltend Reagenzien fur die Durchfuhrung 
von Amplifikationsreaktionen und/oder Komponenten fur 
die Detektion von Amplif ikaten . 
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